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Many pathogenic enterobacterias have the aptitude to acquire and transmit 
genetic mobile materials, like plásmidos and transposones, that destroyers of 
the antibiotics command the production of enzymes for which have been 
sensitive throughout the time. Inside this group of microorganisms Escherichia 
coli and Klebsiella spp are outlined., as the most frequent reasons of infections 
nosocomiales in the world. These enterobacterias can produce enzymes type 
betalactamasas that unactivate most of members of the great family of 
antibiotics shaped for: penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos and 
carbapenémicos. Hereby, the effective and opportune detection of producing 
bacterial strains of betalactamasas, specially those of widespread spectrum 
(BLEE), It constitutes a real challenge for the laboratories of Microbiology, due 
to the enormous therapeutic and economic impact that involves his presence in 
infections intrahospitalarias. The Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI), the international entity that regulates the protocols of bosses' 
investigation of antimicrobial resistance for The United States and Latin 
America, approves and recommends methods of in vitro detection that 
lamentably are not within reach of the microbiological laboratories of many 
hospitals that scarcely possess scanty technical and economic resources. For 
this reason, the present work has for object compare a new simple and cheap 
technology (developed by his authors) with the standardized system Vitek, 
approved by the CLSI for BLEE's detection Of BLEE in Escherichia coli and 
 
Klebsiella spp. The studied enterobacterias come from 85 causative vine-stocks 
of infections nosocomiales in the Hospital Carlos Andrade Marín (HCAM) of the 
city of Quito, which laboratory of Microbiology possesses the system Vitek for 
BLEE's detection, which in addition will serve as the method " golden standard " 
comparative in this investigation. One expects to find suitable levels of 
sensibility (SS), specificity (EE), predictive positive value (VPP) and predictive 
negative value (VPN) that do of the new diagnostic test an effective, rapid and 













Muchas enterobacterias patógenas tienen la capacidad de adquirir y transmitir 
materiales genéticos móviles, a manera de plásmidos y transposones, que 
comandan la producción de enzimas destructoras de los antibióticos para los 
cuales han sido sensibles a lo largo del tiempo. Dentro de este grupo de 
microorganismos se destacan Escherichia coli y Klebsiella spp., como las 
causas más frecuentes de infecciones nosocomiales en el mundo. Estas 
enterobacterias pueden producir enzimas tipo betalactamasas que inactivan a 
la mayor parte de miembros de la gran familia de antibióticos conformada por: 
penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y carbapenémicos. De esta 
manera, la detección eficaz y oportuna de cepas bacterianas productoras de 
betalactamasas, especialmente las de espectro extendido (BLEE), constituye 
un verdadero reto para los laboratorios de Microbiología, debido al enorme 
impacto terapéutico y económico que implica su presencia en infecciones 
intrahospitalarias. 
 
El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), la entidad internacional 
que regula los protocolos de investigación de patrones de resistencia 
antimicrobiana para Estados Unidos y Latinoamérica, aprueba y recomienda 
métodos de detección in Vitro que lamentablemente no están al alcance de los 
laboratorios microbiológicos de muchos hospitales que apenas cuentan con 
escasos recursos técnicos y económicos. Por esta razón, el presente trabajo 
tiene por objeto comparar una nueva técnica sencilla y barata (desarrollada por 
sus autores) con el sistema estandarizado Vitek
®
, aprobado por el CLSI para la 
detección de BLEE en Escherichia coli y Klebsiella spp. 
 
Las enterobacterias estudiadas provienen de 85 cepas causantes de 
infecciones nosocomiales en el Hospital Carlos Andrade Marín (HCAM) de la 
ciudad de Quito, cuyo laboratorio de Microbiología cuenta con el sistema Vitek
®
 
para la detección de BLEE, que además servirá como el método “estándar de 
oro” comparativo en esta investigación. Se espera encontrar niveles adecuados 
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de sensibilidad (SS), especificidad (EE), valor predictivo positivo (VPP) y valor 
predictivo negativo (VPN) que hagan de la nueva prueba diagnóstica una 
alternativa eficaz, rápida y accesible a la gran mayoría de centros hospitalarios 







































































Desde que Sir Alexander Fleming descubrió la penicilina en 1928, hasta su 
empleo masivo a partir de la Segunda Guerra Mundial (1939 – 1945), se 
reportaron cepas resistentes de Haemophilus influenzae (antiguamente 
llamado Bacillus influenzae) y algunas enterobacterias debido a su capacidad 
de producción de penicilinasa natural 
(1)
. El mundo científico se vio obligado a 
desarrollar durante la década de 1950 – 1960 una penicilina sintética de amplio 
espectro, la ampicilina, que resultaría efectiva contra las infecciones 
provocadas por bacilos gramnegativos productores de penicilinasa 
(2)
. Sin 
embargo, en 1965 se descubrió en Atenas (Grecia) la primera cepa de 
 
Escherichia coli capaz de resistir a la acción bactericida de la ampicilina. Se 
conoció a partir de entonces la facultad de las enterobacterias para adquirir y 
transmitir factores genéticos de resistencia que desencadenan la producción de 
un tipo de enzima a la que se denominó betalactamasa de espectro amplio 
(BLEA) tipo TEM, por las iniciales del apellido Temoneira del primer paciente 
afectado 
(3)
. Luego de la producción sintética e industrialización de las 
cefalosporinas a partir de la década 1970 – 1980, estos nuevos antibióticos 
betalactámicos resultaron ser muy eficaces en el tratamiento de las infecciones 
causadas por enterobacterias resistentes 
(4)
, hasta que en 1983 se reportaron 
las primeras cepas de Klebsiella spp. capaces de resistir la acción destructiva 
de las cefalosporinas mediante la generación de BLEA tipo SHV, denominada 




1995, Ambler y Bush redefinieron y clasificaron a las BLEA tipos TEM y SHV; 
describiendo a un subgrupo mutante de ellas, la betalactamasa de espectro 




1) Se transmite por plásmidos con relativa frecuencia y facilidad entre 
las enterobacterias que causan infecciones nosocomiales, 
principalmente Escherichia coli y Klebsiella spp.  
 
2) Aunque   in   Vitro   hay   disminución   de   la   sensibilidad   a   pocas  
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monobactámicos), hace a las bacterias resistentes in Vivo a casi 
todos los betalactámicos, incluyendo a las penicilinas y a TODAS las 
cefalosporinas. 
 
3) Aunque  in  Vitro  se  puede  apreciar  sensibilidad  a  las  cefamicinas  
 
(cefoxitina y cefotetán), al igual que a la adición de ácido clavulánico, 
sulbactam o tazobactam (inhibidores de betalactamasas), el único 
tratamiento betalactámico efectivo in Vivo es el uso de 
carbapenémicos (p.ej. imipenem).  
 
Para la detección de cepas bacterianas productoras de BLEE, el CLSI ha 
concedido valor diagnóstico a las pruebas rápidas de microdilución (como 
Vitek
®
) en las que se comparan varias concentraciones de múltiples 
antibióticos. Si bien este método es ampliamente aceptado, resulta costoso y 
es un tanto complicado para su correcta ejecución, requiriendo de una 
importante infraestructura de aparatos y reactivos. Por otro lado, un sistema de 
difusión de discos en placa de agar también recomendado por el CLSI, aunque 
más simple y barato, requiere de dos pasos a seguir en cultivos consecutivos 
 
(7)
. Esto consume un tiempo valioso en la instauración del tratamiento 
adecuado para las personas infectadas que no han respondido favorablemente 
a la terapia inicial y que podrían presentar graves complicaciones en el futuro. 
 
 
El nuevo método alternativo de detección de BLEE, desarrollado por los 
autores de este trabajo, se basa en el concepto y en las características de este 
tipo particular de betalactamasas, tratando de implementar un sistema simple y 
barato de difusión de discos que requiere apenas de cinco antibióticos de 
prueba en un solo paso de ejecución. Se pretende determinar la SS, EE, VPP y 
VPN 
(8)
 de esta nueva prueba, comparándola frente al “estándar de oro” 
recomendado por el CLSI que provee resultados en 24 horas mediante el 






















Los antibióticos son sustancias naturales o sintéticas que inhiben o destruyen a 
los microorganismos, principalmente bacterias, que infectan a los seres vivos 
 
(9)
. Su clasificación más habitual los agrupa en función de su mecanismo de 
acción frente a los organismos infecciosos: algunos lesionan la pared de las 
bacterias, otros alteran la membrana celular y la mayor parte inhibe la síntesis 
de ácidos nucleicos o las proteínas y polímeros constituyentes de la célula 
bacteriana. Otras clasificaciones agrupan a los antibióticos en función de las 
bacterias contra las que son eficaces (estafilococos, estreptococos y 
enterobacterias, por ejemplo). También se pueden clasificar en función de su 
estructura química, diferenciando así a las penicilinas, cefalosporinas, 
aminoglucósidos, tetraciclinas, macrólidos, sulfamidas y otros. Algunos 
antibióticos pueden hacerse más efectivos mediante modificaciones químicas. 
 





Las bacterias grampositivas son generalmente más sensibles a los antibióticos 
que las bacterias gramnegativas 
(11)
. Un antibiótico que actúa tanto en 
grampositivas como en gramnegativas se dice que es un antibiótico de amplio 
espectro. Un antibiótico de amplio espectro encuentra una utilidad terapéutica 
más extensa que uno de corto espectro, el cual sólo actúa sobre un único 





























Actúan inhibiendo la última etapa de la síntesis de la pared celular bacteriana, 
constituyendo la familia más numerosa de antimicrobianos de amplio espectro 
y la más utilizada en la práctica clínica. Son compuestos de acción bactericida 
lenta, relativamente independiente de la concentración plasmática, que 
presentan escasa toxicidad para el ser humano y poseen un amplio margen 
(espectro) terapéutico 
(13)






Fueron los primeros antibióticos de origen  biológico usados en la terapéutica. 
 
Originalmente se obtuvieron de una mezcla de penicilinas conocidas como F, 
 
G, K y X de cultivos del moho Penicillium notatum, aunque los mejores 
resultados se lograron con P. chrysogenum, del cual se pudo aislar la penicilina 
G “natural” 
(1)
. En la actualidad, el término penicilina se usa para denominar a 
un grupo de antibióticos de origen natural y semi-sintético, que tienen un núcleo 
básico común, el ácido 6-aminopenicilánico (6-APA). Todas las penicilinas son 
bactericidas debido a su capacidad de inhibir la síntesis de la pared celular 
bacteriana. Su principal inconveniente son las reacciones alérgicas que 
originan, las cuales se producen entre el 5 – 10% de las personas sanas 
normales. No obstante, éstas se encuentran entre los antibióticos más útiles y 
que con más frecuencia se prescriben. En la actualidad se dispone de los 




Penicilina G: Se utiliza por vía intravenosa (penicilina G sódica o cristalina), 
intramuscular (penicilina G procaínica, penicilina G benzatínica) u oral 
(penicilina V). Es el antibiótico de primera elección en las infecciones causadas 
por estreptococos y en la sífilis. Muchas bacterias, sin embargo, la inactivan 
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Penicilinas resistentes a la penicilinasa (tipo cloxacilina): Destruyen 
algunas bacterias grampositivas que producen penicilinasa natural, como 
estafilococos y neumococos. Las más utilizadas son: oxacilina (por vía 
intravenosa) y dicloxacilina (por vía oral). 
 
Aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina): Tienen más actividad frente a 
las bacterias gramnegativas productoras de penicilinasa natural, y al asociarse 
con inhibidores de betalactamasa (ácido clavulánico o sulbactam) también son 
efectivas contra bacterias que producen BLEA, como Haemophilus influenzae. 
 
Penicilinas  anti-Pseudomonas  (carbenicilina,  mezlocilina  y  piperacilina): 
 
Como su nombre lo indica, actúan contra Pseudomonas spp. (género de bacilo 






Son antibióticos similares a las penicilinas y provienen de modificaciones 
químicas del anillo 7-amino-cefalosporánico, sintetizados por primera vez a 
partir de hongos del género Cephalosporium. Se clasifican en "generaciones", 




Cefalosporinas de 1ª generación (cefalexina, cefalotina, cefazolina, 
cefadroxilo, entre otras): Principalmente son útiles contra muchas bacterias 
grampositivas y sólo unas pocas gramnegativas. 
 
Cefalosporinas de 2ª generación (cefuroxima, cefamandol, cefaclor, 
cefonicida, entre otras): Son efectivas contra pocos gérmenes grampositivos y 
gramnegativos en igual proporción. 
 
Cefalosporinas de 3ª generación (ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona, 
cefpodoxima, cefixima, entre otras): Principalmente son muy eficaces contra 
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Cefalosporinas de 4ª generación (cefepima): Útiles contra Pseudomonas 
spp. y otras bacterias gramnegativas relacionadas. 
 
MONOBACTÁMICOS Y CARBAPENÉMICOS 
 
 
Son betalactámicos sintéticos con actividad preponderante contra bacterias 




Aztreonam es el principal representante de los monobactámicos e imipenem, 
meropenem y ertapenem constituyen el grupo de los carbapenémicos. Como 
se explicó antes, la producción de BLEE por parte de ciertas enterobacterias 
(bacilos gramnegativos fermentadores, oxidasa negativos, que habitan en el 
intestino de los animales superiores) les confiere resistencia al aztreonam, pero 






RESISTENCIA A LOS ANTIBIÓTICOS BETALACTÁMICOS 
 
 
Los antibióticos betalactámicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y 
carbapenémicos) inhiben la síntesis de la pared celular de las bacterias 
susceptibles al unirse a varios tipos de proteínas estructurales, como las 
proteínas fijadoras de penicilinas (PBP) localizadas sobre la superficie de la 
membrana citoplasmática. Aunque penetran con facilidad la envoltura de las 
bacterias grampositivas, en los gérmenes gramnegativos sólo pueden ingresar 




Los mecanismos de resistencia bacteriana contra los betalactámicos son: 
 
 
 Cambios en la estructura de las proteínas PBP, que impiden la unión del 
antibiótico a su lugar de acción. 

 Alteraciones en las porinas de la membrana externa, disminuyendo la 
permeabilidad del fármaco hacia el interior de la pared bacteriana. 
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 Extracción activa o bomba de flujo, que reduce las concentraciones de 
antibiótico disponible. 








MODIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS PBP 
 
 
Puede ocurrir por mutación de los genes que codifican para estos péptidos o 
por la adquisición de genes extraños que codifican para nuevas proteínas PBP 
con menor afinidad por los antibióticos betalactámicos. Este mecanismo de 
resistencia es importante en ciertos cocos grampositivos como Staphylococcus 
aureus, Streptococcus pneumoniae y en bacterias gramnegativas como 
Neisseria spp. y H. influenzae. 
 
Recientemente se han encontrado varias cepas de Proteus spp. resistentes a 




IMPERMEABILIDAD DE LA PARED POR CAMBIOS EN LAS PORINAS 
 
 
Mecanismo   descrito   con   mayor   frecuencia   en   gérmenes   gramnegativos. 
 
Consiste en la modificación de las porinas de la membrana externa (como 
resultado de mutaciones cromosómicas), de manera que la penetración del 
antibiótico es más difícil y se reduce en gran medida la cantidad del fármaco 
que puede interactuar con las PBP. Gérmenes como Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa y Serratia marcescens presentan alteraciones de las 
porinas que impiden el ingreso de betaláctamicos y quinolonas (familia de 
antibióticos bactericidas que inhiben la DNA-girasa, cuyos representantes más 
conocidos son ciprofloxacino y norfloxacino). Cuando la mutación ocurre para 
una porina compartida por varios medicamentos, la resistencia suele ser 
múltiple. En otras ocasiones, la 
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porina es específica para determinado agente y por lo tanto, la resistencia 
también lo es (por ejemplo la resistencia de P. aeruginosa a los compuestos 
carbapenémicos). 
 
MECANISMO DE EXTRACCIÓN ACTIVA DEL ANTIBIÓTICO 
 
 
Este método evita la acción de los antibióticos por el llamado mecanismo de 
extracción activa (bomba de flujo). Un ejemplo típico es el de la resistencia a 
las tetraciclinas, quinolonas y macrólidos desarrollada por muchas bacterias (el 
efecto inhibidor de la tetraciclina depende de la acumulación activa de este tipo 
de antibiótico por las bacterias). Ciertos plásmidos R poseen fragmentos 
genéticos móviles (transposones) que codifican un sistema de bombeo de 
antibiótico desde el interior hacia el exterior de la bacteria contra un gradiente 
de concentración. No se ha podido determinar aún si este sistema es 





Son enzimas producidas principalmente por bacilos gramnegativos, sobre todo 
 
Klebsiella spp. y Eschcerichia coli, aunque también son frecuentes en Proteus 
mirabilis, Enterobacter spp., P. aeruginosa y otros. Estas enzimas permanecen 
dentro de la célula e inactivan a los betalactámicos en el espacio periplásmico; 
esto es, en el spacio entre la membrana externa y la membrana citoplásmica 
(22)
. La actividad de las betalactamasas constituye el principal mecanismo de 
resistencia de las bacterias a los antibióticos betalactámicos. Sus genes de 
producción pueden encontrarse en el cromosoma o en elementos genéticos 
extracromosomales (plásmidos, transposones e integrones). Estas enzimas 
son de codificación plasmídica derivadas de las betalactamasas clásicas, que 
con frecuencia se derivan de una enzima relacionada, ya sea TEM o SHV. 
 
Tanto las betalactamasas de tipo TEM como SHV son enzimas primigenias que 
confieren resistencia a la ampicilina. Las betalactamasas de espectro extendido 
(BLEE) derivadas como mutantes de ellas, típicamente codifican mutaciones 
puntuales que resultan en cambios de 1 a 4 aminoácidos. Estas substituciones 
inducen alteraciones en el sitio activo de la enzima, que reducen la actividad de 
 
16 
Nuevo Método alternativo para la detección de BLEE en Escherichia coli y Klebsiella spp. 
 
 
un grupo amplio de antibióticos que incluyen cefalosporinas de espectro 
extendido (de segunda, tercera y cuarta generación). 
 
Se han descrito tres grupos de bacterias productoras de betalactamasas. Un 
primer grupo son productoras de betalactamasas “clásicas” o de amplio 
espectro (BLEA), las cuales infringen resistencia bacteriana contra 
aminopenicilinas y carboxipenicilinas; pero mantienen la sensibilidad a las 
cefalosporinas, monobactámicos y carbapenémicos. Un segundo grupo son las 
BLEE (en inglés ESBL). Su acción está dirigida contra todas las cefalosporinas, 
incluyendo las de cuarta generación. Presentan sensibilidad contra los 
inhibidores de betalactamasas y carbapenémicos. Las bacterias que producen 
BLEE van a presentar resistencia también a los aminoglucósidos, limitan 
mucho la eficacia de los betalactámicos en general y se asocian con una 
elevada morbi-mortalidad. El tercer grupo está caracterizado por producir 
betalactamasas resistentes a los inhibidores de las mismas, es decir: 
tazobactam, ácido clavulánico y sulbactam. Son resistentes también a las 
amino, ureido y carboxipenicilinas. Son sensibles en cambio a las 
cefalosporinas de cuarta generación, carbapenémicos y monobactámicos. 
 
Las betalactamasas se clasifican más comúnmente según dos esquemas 
generales: El esquema de clasificación molecular de Ambler y el sistema de 
clasificación funcional de Bush-Jacoby-Mideiros 
(6)
. Ambler divide a las 
betalactamasas en cuatro clases principales: (A, B, C y D). La base de este 
esquema de clasificación recae en la homología de las proteínas (similitud de 
aminoácidos) y no en las características fenotípicas. Las enzimas de clase A, 
cuyo prototipo es la enzima TEM-1 (actualmente presente en más del 50% de 
los aislamientos de enterobacterias en general), están codificadas por 
plásmidos y su peso molecular oscila entre 25 y 30 kD, al igual que las de clase 
B y D. Las enzimas de clase C están generalmente codificadas en el 
cromosoma bacteriano y son típicamente inducibles por betalactámicos. Se 
trata de proteínas que presentan unos 100 aminoácidos más que la de los otros 
grupos, por lo que su peso molecular suele rondar por los 40 kD o más. En 
algunas especies, la región reguladora del gen ha desaparecido y en 
consecuencia la enzima se expresa constitutivamente. Las enzimas de clase B 
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requieren zinc para su actividad y son consideradas por ello metalo-
betalactamasas. En general son plasmídicas, inhibibles por EDTA (ácido etilén-
diamino-acético), incluyéndose aquí las enzimas que confieren resistencia a los 
carbapenémicos. Las enzimas de clase D constituyen un grupo reducido de 
enzimas plasmídicas con actividad incrementada sobre oxacilina (OXA-1), 
inhibibles por iones de cloruro y de forma variable por inhibidores del tipo ácido 
clavulánico o sulbactam. Estas enzimas, al igual que lo observado en las 
enzimas de clase A, han ampliado su espectro de acción mediado por 
mutaciones puntuales a partir de enzimas con actividad reducida a las 
penicilinas, como es el caso de las OXA derivadas. En 1995 Bush, Jacob y 
 
Medeiros propusieron también una clasificación funcional para las 
betalactamasas que se basa en el peso molecular de la enzima, su punto 
isoeléctrico (pI), el perfil del sustrato y la propiedad de ser inhibidas por la 
presencia de ácido clavulánico o EDTA. En base a este esquema surgieron 
cuatro grupos funcionales que se correlacionan bien con la clasificación de 
Ambler, denominándose: 1, 2, 3 y 4. Las del grupo 1 corresponden a enzimas 
con acción cefalosporinasa, no inhibibles ni por ácido clavulánico ni por EDTA, 
y que se correlacionan con las enzimas cromosómicas de bacilos 
gramnegativos de tipo AmpC. Las del grupo 2 están constituídas por 
penicilinasas y cefalosporinasas inhibibles por ácido clavulánico, sulbactam y 
tazobactam. Los subgrupos también se definen de acuerdo con las tasas de 
hidrólisis de carbenicilina u oxacilina, producidas por las penicilinas del grupo 2 
y coinciden mayoritariamente con el tipo A de Ambler. Las del grupo 3 son 
inhibibles por EDTA pero no por el ácido clavulánico. Se corresponden con las 
metaloenzimas de tipo B. Por último, un grupo poco importante no descrito por 
Ambler, las del grupo 4, incluye penicilinasas no inhibibles por ácido clavulánico 







La producción de betalactamasas inducibles se inicia cuando las bacterias que 
poseen un gen de betalactamasa se exponen a un agente betalactámico. La 
acción de los agentes antimicrobianos en la pared celular activa un mecanismo  
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genético en cascada que inicia la producción de betalactamasa. La producción 
de betalactamasas inducibles cesa ante la ausencia de los agentes 





Son aquellas que la bacteria produce en forma continua. Un ejemplo de 
producción de betalactamasa constitutiva es la enzima cromosómica BLEA 
SHV-1 de Klebsiella pneumoniae que interviene en la resistencia contra 
ampicilina y ticarcilina. 
 
BETALACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE) 
 
 
La frecuencia de las infecciones debidas a bacterias que producen BLEE difiere 




 las reporta con un 45% de frecuencia en Latinoamérica y sólo 7% en 
los Estados Unidos. Las especies de Klebsiella spp. productoras de BLEE se 
reportan hasta en un 34%. En Latinoamérica no se había reportado BLEE hasta 
1985. En ese año, en Chile se informó de la primera cepa de Klebsiella pneumonie 




En  1987  Casellas,  en  una  Unidad  de  Cuidados  Intensivos  neonatales  de 
 
Buenos Aires (Argentina), detectó una cepa de Klebsiella oxytoca que no 
respondía a cefotaxima ni amikacina. Era productora de SHV-2 y 5. La 
resistencia apareció concomitante al uso de cefalosporinas de tercera 
generación. Esas enzimas son producidas más comunmente por Klebsiella 
spp. y Escherichia coli, pero se presentan también en otras bacterias 
gramnegativas como Enterobacter, Salmonella, Proteus, Citrobacter, 
 
Morganella, Serratia, Shigella, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia 




La BLEE se origina debido a la expresión de genes mutantes ya presentes en 
el cromosoma o en plásmidos de muchas bacterias. El 25 a 30% de las cepas 
de E. coli es resistente a la ampicilina, por poseer un plásmido portador del gen 
tem-1. Las especies de Klebsiella portan el gen shv-1 en su cromosoma. 
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Cualquier alteración genética facilita el surgimiento de variantes productoras de 
BLEE 
(29)
. En 1983, se conocían TEM-1 y 2 y SHV. Hoy existen más de 60 
variantes productoras de TEM, la mayoría generadoras de BLEE y más de 
veinte SHV 
(30)
. La enzima TEM-1 contiene 263 aminoácidos. La alteración en 
tres posiciones genera fácilmente actividad de BLEE. En consecuencia, la 
concentración inhibitoria mínima de ceftazidima pasa de 0 a 256 mg/ml, 
surgiendo una situación en la que todas las especies de Klebsiella y un 30% de 
las de E. coli están a una mutación de producir BLEE. Considerando la tasa de 
reproducción bacteriana, hay una posibilidad alta de que tales variantes se 
reproduzcan fácil y rápidamente en clínicas y hospitales 
(31)
. La supervivencia 
de estas variantes productoras de BLEE depende solamente de que se les 
confiera una ventaja selectiva. TEM-1 y SHV-1 tienen estructuras como 
penicilinasas, de tal modo que el cambio en la especificidad a una BLEE 
resistente a cefalosporinas hace que la bacteria sea también resistente a 
penicilinas. Así, con el uso de cefalosporinas de tercera generación, emergen 
las variantes multi-resistentes. 
 
Desde un punto de vista epidemiológico, el principal reservorio de bacterias 
productoras de BLEE resulta ser el tracto digestivo y su transmisión es fácil a 
partir de las manos de las personas. Se han extendido por todo el mundo y 
muchas veces generan brotes epidémicos, constituyendo una amenaza para la 
evolución favorable de las infecciones, sobre todo hospitalarias. En 
Latinoamérica y Ecuador la forma de BLEE más frecuente corresponde a los 





Detección de  BLEE en el laboratorio de Microbiología 
 
 
Se usan diversos criterios y pruebas con diferentes niveles de sensibilidad y 
especificidad. Podemos mencionar al examen de aproximación en disco, la 
prueba E-test y la prueba de extrapolación de concentración inhibitoria mínima 















Desde 1999, el CLSI (antiguamente NCCLS) estableció criterios para la 
detección de BLEE, combinando las pruebas de difusión en disco y las de CIM. 
Dicho comité regulador recomienda cinco substratos (aztreonam, cefotaxima, 
cefpodoxima, ceftazidima y ceftriaxona) para la prueba de detección, con 
diámetros de zonas de inhibición mucho más altos que los utilizados en forma 




Teniendo en cuenta lo anterior, se dan las siguientes definiciones de BLEE: son 
“sospechosas” cuando hay una concentración inhibitoria mínima de 2 µg/ml y la 
identificación definitiva es determinada por el método de difusión en doble disco 
o CIM, usando cefalosporinas (ceftazidima, ceftriazona, cefotaxima, 
cefpodoxima) o aztreonam con y sin ácido clavulánico. La adición de 
clavulanato a uno de esos agentes resulta en una zona igual o mayor a 5 mm o 
en una inhibición de 3 µg/ml o más en la CIM respectivamente, lo que confirma 
la presencia de BLEE. Hay que tener presente que estos criterios son 
aplicables para Escherichia coli y Klebsiella spp. Hoy en día no existen aún 




TÉCNICA DE ANTIBIOGRAMA 
 
 
Los antibiogramas son pruebas de susceptibilidad in Vitro que estudian la 
sensibilidad de un microorganismo a la acción de los agentes antimicrobianos. 
Tienen como objetivo evaluar en el laboratorio la respuesta de un 
microorganismo a uno o varios antimicrobianos, traduciéndose como factor 




Determinación de la sensibilidad a los antimicrobianos por el método de 
dilución 
 
Consiste en una prueba cuantitativa que permite conocer la CIM de un 
antimicrobiano necesaria para inhibir el desarrollo del microorganismo y se 
puede realizar tanto en medio líquido como en medio sólido. La prueba en 
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medio líquido consiste en preparar una serie de tubos con un caldo adecuado, 
al que se agrega concentraciones crecientes de un determinado antibiótico. 
Posteriormente, se siembra con una suspensión calibrada del microorganismo 
a estudiar. Se incuba a 35 – 37 ° C (en muestras clínicas) durante 16 - 24 
horas. Se controla la aparición de turbidez, debida al desarrollo, y se registra la 
CIM en el primer tubo que no presenta desarrollo microbiano. A partir de la CIM 
en medio líquido se puede determinar la CONCENTRACION LETAL MÍNIMA 
 
(CLM); que es aquella que no sólo inhibe el desarrollo, sino que tiene un efecto 
letal sobre los microorganismos. Para ello se emplean los tubos que no 
presentaron crecimiento visible y se los sub-cultiva en placas con medio sin 
antibiótico. La menor concentración de la droga que no origine crecimiento 
bacteriano en el sub-cultivo se interpreta como CLM. 
La prueba para determinar la CIM se puede hacer en un medio sólido, 
mezclando las diluciones de antibiótico con el medio de cultivo antes de que 
solidifique, ya sea en placas de petri o en tubos. La ventaja principal consiste 
en que se pueden ensayar al mismo tiempo varias cepas diferentes y los 
resultados son más reproducibles. 
 
Determinación de la sensibilidad a los antimicrobianos por el método de 
difusión en disco (Método de la O.M.S.) 
 
Es una prueba de tipo cuantitativo por medio de la cual se evalúa la capacidad 
de un fármaco antimicrobiano para inhibir in Vivo el desarrollo de una cepa 
bacteriana. El método se basa en la aplicación de cantidades definidas de 
antibióticos en un reservorio (en este caso en discos de papel) sobre la 
superficie de agar Mueller – Hinton, utilizado para cultivar el microorganismo 
que se desea estudiar. Sobre el medio se forma, por difusión, un gradiente de 
concentración del fármaco. La sensibilidad del microorganismo se pone en 
evidencia por el tamaño de la zona de inhibición del crecimiento alrededor del 
disco. Se mide así el diámetro del halo de inhibición, cuyo tamaño depende no 
sólo de la sensibilidad de la cepa al fármaco sino de la carga del disco, el 
medio de cultivo, la temperatura, la velocidad de duplicación bacteriana, 
tamaño y fase de crecimiento del inóculo. Dichas variables deben ser 
estandarizadas para lograr obtener un resultado reproducible. 
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Medio de cultivo 
 
 
El medio de elección es el agar Mueller-Hinton, debido a que presenta buena 
reproductibilidad de los resultados, carece de inhibidores y es adecuado para la 
mayoría de las bacterias patógenas. Se prepara disolviendo 37 g del medio 
deshidratado en un litro de agua destilada. Se calienta hasta el hervor y se 
esteriliza en autoclave por 15 minutos a 1,2 atm de presión. Luego se controla 
que el pH esté entre 7.2 y 7.4. Posteriormente se disponen 60 a 70 ml en 
placas de Petri estériles. Estas placas pueden mantenerse en refrigeración por 
una semana. 
 
Preparación del inóculo 
 
 
1. Se seleccionan de 3 a 5 colonias aisladas de igual morfología, a partir de 
la placa de cultivo. Se prepara una suspensión en 4 – 5 ml de solución 
salina isotónica o caldo apropiado (tripticasa de soja), tocando la parte 
superior de cada colonia.  
 
2. Se ajusta la turbidez del inóculo con una solución salina o caldo hasta 
que su densidad óptica se asemeje a la del tubo 0.5 de la escala de  
 
McFarland. Esta suspensión contendrá aproximadamente 1 a 2 x 10
8
 
UFC/ml. Para E. coli se utiliza la cepa de control ATCC 25922. Para  
Klebsiella spp. la cepa ATCC 700603 
(7)
. El ajuste de la densidad del 
inóculo se puede realizar utilizando equipos fotométricos o por 
comparación visual contra el estándar.  
 
Inoculación de las placas 
 
 
Las placas con agar Mueller-Hinton se siembran mediante hisopado estéril. Se 
introduce el hisopo dentro de la suspensión bacteriana y se lo presiona contra 
las paredes del tubo para eliminar el exceso de líquido y se distribuye el inóculo 
uniformemente sobre la superficie del agar. Se inocula la superficie del agar en 
tres direcciones, rotando la placa 60° cada vez para asegurar una completa 
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distribución del inóculo. Como paso final se debe hisopar la circunferencia de la 
placa. De esta manera, se deberían obtener zonas de inhibición uniformente 
circulares con desarrollo homogéneo. Se debe dejar abierta la tapa de la caja 
de agar durante 3 a 5 minutos (pero no más de 15 minutos) antes de aplicar los 
discos para que el exceso de humedad superficial sea absorbido. 
 
Colocación de los discos de antibiótico en las placas inoculadas 
 
 
Se utiliza una pinza estéril o un dispensador automático, aplicando una ligera 
presión a una distancia no menor de 25 mm desde un centro al otro. No debe 
colocarse más de 12 discos por placa de 150 mm y no más de 5 discos por 
placa de 100 mm. En todos los casos, es conveniente poner un disco con zona 
de inhibición predeciblemente pequeña (ej. vancomicina o gentamicina) 
próximo a otro con zona de inhibición predeciblemente grande 
(cefalospoorinas), a fin de evitar superposiciones de las zonas de inhibición. 
Independientemente de la cantidad de discos colocados, se debe evitar 
ponerlos muy próximos al borde de la placa ya que no se obtendrán zonas de 
inhibición circularmente completas. Debido a que algunas drogas difunden casi 
instantáneamente, un disco no debe ser reubicado una vez que haya tomado 
contacto con la superficie del agar. En su lugar hay que colocar otro disco 
nuevo en una diferente posición dentro de la placa. Se incuba a 35 ± 2°C por 





Lectura e interpretación de los resultados 
 
 
Luego de incubarse las placas por 18 horas a 35 ± 2° C, se examina y se mide 
el diámetro de los halos de inhibición, cuyos resultados se interpretan con las 
tablas correspondientes (que se incluyen junto con las especificaciones de los 
discos empleados). Según el tamaño de la zona de inhibición se clasifica a los 
microorganismos como: 
 









 Resistente: cuando es altamente probable que no responda a cualquier 
dosis empleada. 

 Intermedio: incluye cepas moderadamente sensibles que pueden serlo 
in Vivo a dosis más altas. Consiste en una zona de transición entre 
cepas sensibles y resistentes. 
 
Para medir los halos cuando se trata de determinar BLEE, el CLSI recomienda 








Utiliza tiras de material no poroso, que contienen el antimicrobiano en estudio y 
el mismo agente combinado con ácido cluvulánico, en un gradiente de 
concentración que permite determinar la CIM. Para ello, se prepara un inóculo 
estandarizado igual que para la determinación de susceptibilidad por el método 
de difusión de disco. Luego se procede a colocar las tiras E-test que contienen 
la combinación de CAZ (ceftazidima) y CAZ/ácido clavulánico con rangos de 
CIM de 32 - 0,50 µg/ml y de 4 - 0,064 µg/ml, respectivamente. También se 
utiliza la tira de CTX (cefotaxima) y CTX/ácido clavulánico con rango de CIM de 
16-0,25µg/ml y 1-0,016 mg/mL, respectivamente. La CIM se determina en el 
punto en que la elipse de inhibición intercepta la escala de la tira. Para 
confirmar la producción de BLEE se obtiene la razón de dividir la CIM del 
antimicrobiano solo (sin inhibidor) para la CIM del antimicrobiano con ácido 













Utilizan una determinación turbidimétrica de la rapidez de crecimiento del 
microorganismo en presencia de agentes antimicrobianos para obtener un 
análisis de regresión lineal y posteriormente determinar un algoritmo derivado 
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de la concentración inhibitoria mínima (CIM). Comienzan con la recepción de la 
muestra biológica y su siembra en placas de agar, dependiendo del tipo de 
muestra; las cuales son incubadas por 24 horas a 35 ± 2º C. Posteriormente se 
revisa el desarrollo de colonias en las placas sembradas, con las cuales se 
procede a la inoculación en tarjetas de identificación bioquímica y de 
susceptibilidad. Ambas tarjetas son ingresadas al equipo computarizado para 
iniciar el análisis, el cual automáticamente realiza lecturas de las muestras, 
indicando los resultados finales. Por último, se procede a la redacción del 
informe del resultado de los exámenes, el mismo que deberá ser entregado 
dentro de los plazos establecidos de acuerdo a cada tipo de muestra biológica 
estudiada. 
 
Los organismos que producen BLEE tienen importantes implicaciones clínicas 
debido a su resistencia a los antibióticos que incluyen: cefalosporinas de 
tercera generación, penicilinas de espectro extendido y monobactámicos. Las 
tasas de susceptibilidad son variables para fluoroquinolonas, aminoglucósidos 
y cefalosporinas de cuarta generación. Los carbapenémicos son los únicos 
antibióticos activos contra BLEE en la actualidad. Desafortunadamente, la 
utilización de carbapenémicos ha incrementado en un 67% la aparición de 
Pseudomonas aureoginosa resistente a imipenem. Las enzimas de clase A, en 
especial las series TEM, SHV y CTX se expresan en forma predominante en 
Eschericha coli y Klebsiella spp., confiriéndoles niveles de resistencia contra la 
mayoría de antibióticos usados. Son de especial interés por su presencia 
mayoritaria en clínicas y hospitales, principalmente en las Unidades de 



























Las infecciones nosocomiales corresponden a aquellas que adquieren algunos 
pacientes luego de hasta 2 años después de haber sido sometidos a 
intervenciones quirúrgicas, maniobras invasivas o a un internamiento mayor a 
48 horas de hospitalización. Debido a que las bacterias que causan estas 
infecciones provienen de cepas que habitan el ambiente hospitalario y que han 
estado en contacto previo con muchos antibióticos de amplio espectro, han 
desarrollado varios mecanismos de resistencia; como la adquisición de 
plásmidos, que les permite sintetizar enzimas destructivas para dichos 
antibióticos. Las bacterias más comunes que causan infecciones nosocomiales 
en el mundo son Escherichia coli y especies de Klebsiella. Dichas bacterias 
han desarrollado una increíble capacidad de transmitir plásmidos de resistencia 
a los antibióticos betalactámicos (penicilinas, cefalosporinas y aztreonam) que 
han sido tradicionalmente efectivos y han demostrado una excelente actividad 
bactericida en el pasado. 
 
En Ecuador y posiblemente en muchas otras partes del mundo, un enfermo 
hospitalizado que padezca una infección nosocomial causada por una 
enterobacteria productora de BLEE, generalmente debe someterse a las 
siguientes etapas de diagnóstico y tratamiento a partir de la detección del 
fracaso terapéutico: 
 
1) Cultivo de la muestra infectada y refractaria al tratamiento estándar, 
que generalmente es sangre, orina, aspirado bronquial o pus 
proveniente de heridas quirúrgicas y abscesos. Para la identificación 
definitiva del agente causal por lo común se requiere de un período 
de incubación de 2 a 3 días.  
 
2) Determinación del patrón de antibiograma para la bacteria aislada y 
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3) Ejecución de la prueba de “screening” para una BLEE sospechosa. 
Este paso requiere de 1 día adicional.  
 
4) Confirmación de BLEE. Utilizando el método más barato y sencillo de 
difusión de discos en agar del CLSI, este proceso retarda otro día al 
diagnóstico definitivo.  
 
En suma, se puede prolongar 5 a 6 días (una semana “laborable”) la 
hospitalización de los pacientes para confirmar el diagnóstico de BLEE e 
instaurar un tratamiento efectivo con carbapenémicos. Este hecho nos debería 
conducir a tratar de diseñar un método nuevo y alternativo de detección más 







La nueva prueba de difusión de discos en placa de antibiograma para la 
detección de BLEE en infecciones causadas por Escherichia coli y Klebsiella 
spp. (desarrollada por los autores) tiene niveles de SS, EE, VPP y VPN 






Determinar SS, EE, VPP y VPN de la nueva prueba para detección de BLEE, 






1. Determinar SS, EE, VPP y VPN de la nueva prueba contrastándolos con 
el sistema estándar Vitek 
®
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2. Recopilar las cepas de Escherichia coli y Klebsiella spp. que hayan sido 
catalogadas como causantes de infecciones nosocomiales en el HCAM 
y someterlas simultáneamente a la detección de BLEE mediante la 
prueba estándar Vitek
®
 y la nueva prueba diagnóstica en investigación.  
 




El presente trabajo es un estudio de evaluación de prueba diagnóstica con una 
técnica modificada de difusión de discos de antibiograma que procura detectar 
la producción de BLEE en Escherichia coli y Klebsiella spp, por lo tanto el 
diseño que se aplica es un ensayo clínico no controlado. 
La propuesta y planteamiento de esta nueva prueba consiste en lo siguiente: 
 
 
1) Cuando ha habido una infección nosocomial causada por Escherichia 
coli o Klebsiella spp., las cepas aisladas se someterán  
 




(siguiendo las instrucciones de la casa fabricante) y con la prueba en 
investigación en base a las normas de difusión de discos para 




2) En base a la definición teórica de BLEE 
(6)
, la prueba de detección 
diseñada por los autores consiste en colocar cinco (5) discos de 
antibiograma a manera de una cruz latina, separados 2.5 y 3.5 cm 
desde sus centros (2 y 3 cm desde los bordes), sobre una caja 
sencilla de agar Mueller-Hinton con los siguientes antibióticos en 
orden riguroso:  
 
   ATM 30 µg   
 
      
 








CAZ 30 µg AMC 20/10 µg CTX 30 µg 
 
   3,0cm   
 
       
   FOX 30 µg   
 
       
 
ATM = aztreonam, CAZ = ceftazidima, AMC = amoxicilina + ácido clavulánico, CTX = ceftriaxona, FOX = cefoxitina 
 
29 






3) Al día siguiente, se mide y observa el patrón de halos de inhibición 
desarrollado alrededor de los discos, determinando la presencia o no 
de BLEE en un solo paso.  
 
Para dar validez a este método, deberemos comparar los resultados obtenidos 
con uno de los procedimientos clásicos de diagnóstico de BLEE aprobados por 
el CLSI y que están en vigencia en nuestro país (Vitek
®
). Las bacterias en 
estudio pueden proceder del trabajo diario o de bancos de cepas congeladas 






Con el permiso y aprobación del director y jefe del laboratorio clínico del HCAM 
(Anexo # 1), se agrupa y almacenan todas las cepas de Escherichia coli y/o 
Klebsiella spp. provenientes de infecciones nosocomiales que hayan sido 
investigadas en ese día o en días anteriores. Las cepas recolectadas, a partir 
de congelados o de medios de cultivo selectivos para enterobacterias, deben 
registraese previamente como pertenecientes a las especies Escherichia coli o 
Klebsiella spp. (Klebsiella pneumoniae o Klebsiella oxytoca) y se someten a las 
pruebas de detección de BLEE. Todos estos procedimientos se realizan por los 
investigadores con el equipamiento y bajo las normas y protocolos del 
laboratorio de Microbiología del HCAM. 
 
Cada cepa obtenida es re-sembrada en una caja petri con medio de agar 
MacConkey (selectivo para enterobacterias) para obtener un cultivo axénico 
(puro) y se le asigna un número de código único de participación en el estudio. 
El código deberá incluir las letras mayúsculas E o K (dependiendo del género 
bacteriano) y los números de orden de procesamiento correspondientes (01, 
02, 03,…, etc.). Así, como un ejemplo práctico, la primera cepa de Escherichia 
coli analizada tendría el código E01, la cuarta cepa de Klebsiella spp. (K. 
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Las cajas de agar MacConkey sembradas a partir de los almacenes de cepas 
se incuban durante 24 horas a 35 ± 2° C en las incubadoras para cultivos 
bacterianos que dispone el laboratorio microbiológico del HCAM. Luego de ese 
período, las colonias puras aisladas que se han desarrollado son sometidas a 
la nueva prueba alternativa de detección de BLEE en una caja de petri con 
agar Mueller-Hinton, para cada cepa codificada, de la siguiente manera: 
 
1. Con una escala de dilución de McFarland de 0,5 en solución salina, se 
siembra una colonia representativa en una placa sobre la que se coloca 
los discos para antibiograma de enterobacterias que recomienda el CLSI  
 
(aztreonam, ceftazidima y cefotaxima) 
(7)
, amoxicilina + ácido 
clavulánico y cefoxitina; de la manera que se muestra a continuación:  
 
 












FOX 30 µg 
 
 
ATM = aztreonam, CAZ = ceftazidima, AMC = amoxicilina + ácido clavulánico, CTX = ceftriaxona, FOX = cefoxitina 
 
 
2. A partir de la misma caja MacConkey, se siembra también en una placa 
de detección de BLEA Vitek®, de acuerdo a las especificaciones de la 
casa fabricante.  
 
3. A las 18 horas de incubación a 35 ± 2° C, como recomienda el CLSI 
(7)
, 
se procede a observar y medir los diámetros de los halos de inhibición 
para cada disco de antibiograma en la caja de Mueller-Hinton sembrada. 
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 Para la prueba alternativa en estudio, se considerará como “positivo 
para BLEE” solamente cuando se den simultáneamente: 

 1) Halos de resistencia para uno o más de los 
betalactámicos ceftazidima, cefotaxima o aztreonam 
(Anexo # 2). 

 2) Deformación de los halos normalmente circulares, 
con ensanchamiento del hemi-diámetro cercano al 
disco de amoxicilina + ácido clavulánico. 

 3) Halo de sensibilidad a cefamicina (cefoxitina). 


 Para la misma prueba, se considerará como “positivo para 
betalactamasas no-BLEE (BLEA)” (otro tipo de betalactamasas como 
AmpC y metaloenzimas) si se observaran los fenómenos 1 ó 2 por 
separado y/o si hubiera resistencia a la cefoxitina. 

 Finalmente, se considera como “negativo para BLEE y BLEA” si no 
hay ninguno de los 3 fenómenos (es decir, halos circulares dentro del 
rango de sensibilidad para ceftazidima, cefotaxima y aztreonam). 
 
Para las placas de Vitek
®
 se anota los resultados que emita el sistema 
analizador automático computarizado. 
 
 
Se procede finalmente a comparar los datos obtenidos en ambas pruebas y a 
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Se investiga únicamente las cepas de Escherichia coli y/o Klebsiella spp. que 
hayan sido identificadas a partir de infecciones nosocomiales en el laboratorio 






Otras especies de bacterias que hayan o no causado infecciones nosocomiales 






En los estudios de evaluación de prueba diagnóstica, para calcular la cantidad 
de muestras necesarias (n) con una probabilidad (p) deseada y una desviación 





p x (1 – p) 










p = Eficacia esperada del método a probar (94,78 % = 0,9478) 
 
q =  Probabilidad de ineficacia del método a probar (5,22 % = 0,0522) 
 
z = Nivel de seguridad (95 %) = 1,96 
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Para una probabilidad deseada (p) del 95 % (0,95) y una desviación estándar 
constante (σ) de 0,025 obtenemos la cantidad muestral (n), reemplazando los 
valores: 
 
0,95 x 0,05 




Concluimos que el número de muestras necesarias para realizar el estudio con 
una confianza del 95 % es de 76 (setenta y seis). Para contrarrestar las 
pérdidas que pueden ocurrir en el procesamiento (aproximadamente el 10%), 




VARIABLES, INDICADORES Y ESCALAS 
 




a.   Variable independiente (causa): 
 
 
Especie bacteriana causante de la infección nosocomial (Escherichia coli o 
Klebsiella spp.). Se mide en los registros de diagnóstico bacteriano del 
laboratorio microbiológico del hospital HCAM, llevados a cabo en base a las 
pruebas bioquímicas de identificación previa. 
 
b.   Variable dependiente (efecto): 
 
 
Producción de BLEE, que hace a la bacteria resistente in Vivo a todas las 
cefalosporinas y aztreonam. Se mide en la longitud y forma de los halos de 
inhibición a los antibióticos. La medición se realiza con la regla milimetrada 
calibrada con la que cuantifican los halos de sensibilidad antibiótica en el 





 PDF to Word 
